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そこでわれわれは非ウイルスベクターのひとつである naked DNA を用いてそれに超音波造影剤と超音波を組合わ
せることによって胎児期での効率的でかつ安全な遺伝子導入方法を開発することを研究目標とした。
[方法ならびに成績]
13"'15 日令の胎仔マウスの各部位(羊水内・胸腔内・腹腔内・脳室内)へ naked DNA (ノレシフエラーゼ、 GFP、
LacZ) あるいは FITC label したオリゴヌクレオチドを超音波造影剤と共にガラス針にて注入し、経子宮壁的に超音
波照射することで遺伝子導入を行った。この方法を Shotgun Method (以下 SGM と記す。)と称する。その後再度
妊娠子宮を母体内へ戻して、以下の 9項目について、ルシフエラーゼ活性測定・蛍光顕微鏡による観察・走査電子顕
微鏡による観察・ X-Gal 染色. RT-PCR を用いて検討した。
(1)生存率





Naked DNA 法で、のルシブエラーゼ活性が 1569RLU であったのに対して、 SGM での活性は約 300 万
RLU と、導入効率は約 2000 倍になった。
(3)SGM の発現持続期間

























われは naked DNA を用い、それに超音波造影剤と超音波を組合わせ、胎児期での効率的でかつ安全な遺伝子導入方
法を開発する。
<方法>
胎仔マウスの各部位(羊水内・胸腔内・腹腔内・脳室内)へ nakedDNA (ルシフエラーゼ、 GFP、 LacZ) あるい
は FITC-ODN を超音波造影剤と共に注入し、経子宮壁的に超音波照射することで、遺伝子導入を行った。(以下 SGMo )
く成績>
(l)Naked DNA法と比較し、導入効率は約 2000 倍。
(2)走査電顕で、羊水腔内 SGM 直後に皮膚表面に径 10μm の孔の形成を認めたが、 24 時間後には閉鎖した。
(3)遺伝子発現は投与後 1 日目をピークに、 28 日後ではその千分のーまで減少。
(4)羊水腔内投与では皮膚・羊膜、脳室内投与では脳、腹腔内投与では腸管、胸腔内投与では肺・腸管で導入遺伝子の
発現、及び FITC-ODN の導入を高く認めた。
(5)腹腔内投与群で、出生直後に導入遺伝子が生殖器に認められたが、出生 1 ヶ月後、また子孫で、発現は認、めなかった。
く結論>
(l)SGM 法によって効率的且つ部位特異的な遺伝子導入が可能であった。
(2)SGM 法の発現は一過性で、あった。
(3)SGM では生殖細胞への導入が認められたが、一過性であった。
この研究成果によって、超音波を用いた胎児への遺伝子導入方法が開発された。これは将来の胎児遺伝子治療への
応用に大きく寄与する物であり、博士(医学)の学位授与に値する。
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